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@ Immunologisch aktive Proieine von Borrella burgdorferi, monoklonala Antikdrper, die gagan die 
{mmunologisch aktiven Proteine gerict)cat sind und die Verwendung dieser Proteine zum Naci^weis von 
Antfkdrpern In UntersuchungsflOsaigkeiten und als Impfstoffe gegen durch Borretid-StSmme hervorgerufene 
Infektionen 

ImmunologiAch aktive Protatne von Boneliji burgdorfflfi, 
fponoklonaia Amikorper, di« gegan die tmrDunotoglsch aktl- 
van Proteine gerichtet sind und die Verweodung dteffsr 
proteine zun^ Nacn**eid vcn Antikdrpem in UnrersMchungs* 
flusaiQkeiten und als Impfstoffe gegen durch Borralia-Stim- 
tie hervorgerufene Infektionen. 

Ver^cliiadene tmmunologUch aktive Proteine von Borrelia 
burgdorferi wurden gentechnotogisch In Mtkroorgani«men 
hergestaltt. Dazu vwurden die spezifiachen ONA*5eguen2on 
BUS einer B. bgrgdorfiri Genfoank mit geeignaten Sucl)me- 
thoden salektlonien oder dirakt durch DNA'Amplifizierung 
m\i auegowdhlten Hydrid)sliruflg»-Pro&en dergasteilf und 
B unter die Kontrolle von indu2ierfaaren Promotoran wie etwi 
dem laC'Promotor gasteitt Durch Be^chreibung effliloftter 
? Reinigunosverfahren (Qr die expHmiarcen Antigen* konntan 
die Proteine In geetgnecer Wotse zur VerfOgung gastailt 
warden. Mit djasan PfOteinen konnen spetifitcfta und Baiiai- 
live diagno9ti3cha Testkiu hergestellt warden. Ourcf) die 
Qezialte Kombinatton der Immunologiech aktivan Protalna 1st 
aine prAzlse Dlagnoae mdglich. Im weiteran wurdan mono- 
Klonale Antikdrper ereeugt, die ata Reagenzien fur den 
Srregernachweia direkt aui Untersuchungsproben oder nich 
Kultlviarung Verwendung fmden. Die Borrelfa burgdoffari- 
jpeiifiachen DNA-Seduenien sind 2um direkten Nachweia 
des Erregars in Patlentenproben einaetibar (z. 6. mitteis 
PCn-Raaktien). 
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Beschreibung 

Die Lyme-B rrellose 1st in der D"ndesrepubhk Deu w^^^^^^ (FSmE). die ebenWU durch 

Zecket* Ubertragen wird beschrtnkl sich d,e ^J^*' W'Skiore^^^^ Eurlpa. Ixodes rlcinus, mit dem Erreger 

,0 der L^me-Borreliose. der Spirochite ^"^^JL^^'S^ R.; Bermei«ar. H.; rmeerl*. V^s Schier*. 

M. 10% der Nymphen und bei IV» der L"^*'' <7^X in SOddcutschtend. Dtsch. Med. Wschr. 1 12. 
G,Preac.Mur5ie.V,iVanek. L-.Urbeer B.^ bis «u 100% m,t 

1730-1736), Der Hauptvektor in USA, Kodes aamminu K»nn 

Borrelien befallen sein. c»i,~.ha.*n soirochaien sind schragbenfartnige Bakierien von 

,j a burgdorferi gehart wr Familie der SP'^Wten. Spirwn^^^^^^ Periplasma und dem Protoplasma. 
'* 8-30^^l Unse.S?ebestehen "^"fJ^^^^^^^^^^ und Peptidoglykao 

lyiinder. Der Protoplasmazylinder ist ein l^o>2P'« "^J^^rfSwol^^ 

(Cbour. A. G., Ha/es S. F. (1986): Biotop "J Borrd«^ B. B. recur- 

das .an .nl. wie be. der 



Frtihphase: 

Stadium I 
Eryihftma migrans 
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^^;^phozytire Mcnmgoradikuliiis Bannwanh (LMR) 
Borrelicn-Lymphoiytom 

35 Sp&tphase: 

Stadium III 
Lymcarthritis . 
Acrodermatitis chronica atrophicans (AC A) 
40 chronischc Borrchen-Encephalomyelius 
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Sel«ne,e kiinische Manifesutionen tlK'^.K^^^^^^ ^^^e^C^o^tSn'^^^^^^^^ 
SfCeatie%Serers«^^^ 

SSrferi kann auch subklinisch verl.ufen. ? Sedenen kilnischen Mani- 

zeigteneinigeBesonderheiien in der Alters- und Ge^^^^^^^^ i„ AUersgruppe der 30 b.s 

festationen. So fanden «ch Patienten out E^'^-'^JS^^^^^ 

eojlhrigen. Neurologische Manifestationen leigten zwei ^ hSufigsttn bei 30 bis 60 iihrigen 

bii 20 lahren. den zweiten bei 40 bn ^Oi.^hnf,*"; f'* ^^-^^^^^^ betrifft dcuiiich haufiger 

beobachtet Patienten mit ACA waren m ^^^XZll^J^^^lmmX'^i^^^^ bei Patienten mit Erythema 
Frauen als Minner. Die sewlogische Untersuchung '^.'"Sm^^^^ Qberwiegend positive IgG-Be- 
migrans Qberwiegend positive lgM.Be^.nde. be. neju^ol^^^^^^^^^ ^/ ^.^^O,^ „„d 

funde. Bei den Spitmanifestanonen ACA 

lgM-Aniik«rperm.r mehr In Ausnahmefallen '^^f'^^'^'^JSI^^ disease and related disorders. 

pW H.-Wri Elnhiup^ fC (1984): Serolog^^^^^^ 

Infection. 12. 331 -337; Herier. P.; WHske, steigendem Alter zunehmende 
Beruflieh stark Zeekenexponicrte Personen wie ^'>^'^'XH^Xi»t (Mttnchhoff? P.; Wilske. B.; Preac-Mur- 
Pr&valenz signifikan. erhoh.er Antikdrpermer gegen ^ hurgdorfen '^'^^■^"^^JP" , VoVkers. Zbl Bakt Hyg. A 
sic v.; Sehien. G, (1986): Antibodies against Borroha "'"^e^'^l'^.lw^^^^ Antikarpernaehweis ^ur 

263. 412-419). For die Diagnostik steht spwohl ErwgernMhwe^s ai.^^^^^^^^^ h ^^^^^^ 

Ve tUgung. Der Erregemaeh«rei. au, „S i«. empfehlen, Atlerdings 

FfOhstadium (Erythema migrans), be. dem ein ^""''f ^jr"'*]**^^^ (Prwc-Muriic. V,i Wilske: B.: Schieri, 
Ist zur Anzochtung von B. burgdorferi «;^'',''7 ««^Nah'^^^^^^^^ conditions and antibiotic 

G. (1986): European Borreliae burgdorfen |solaied form humans aM ticH , ^ ,orbehalten. FOr die 

sus^epdWzbl.BaktHyg.A163.U2-n8)und^^^^^^^^^ 

SSlfapbrnJ^rK 



Uosa (Preac-Mursic, V„ unpubL Ergebnisse), 
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1 xtS SeCoder ^rrl2„^t™ ^^^^^^^^^^ 'ptS^e J?fEK « 

leni- Oder Pero«dasemwktfn«n An"kor^^^ ^^^^ Fwhreakiion im 

lioTi v/ird dwn entweder im Tf^jylJ Sreite Kreuif eakdonen des Erregerj B. burgdorferi lu 

i&'Se!ff?r^^^^^ 

EfeKKrS^^^^^^^^^ 

kSnne falsch positive Reaktlonemm '?M-Ii=ToderI^M fcusA ^ tgM-AniiWrpem eine Prae-Ab- 

ffiiSeWher ^^^^^^^ von IgM-Anulcftrpera « 

^oSe^Abfo^don^^^ warden Zelly.a.e de, amerikanischen 

siffkeltenBefahrtwerdenkann. v..,i„-,„„oiocischaktiveProieinevonBorreliaburgdorfeniuf 
Cgrbeder vorliegenden ErHndung .««d^^^^^^ 

VerfO^g zu sielleti. die in einem ^VSlTeA zuveS^^ Nach^eis von gegen Borreha burgdorferi 
Weiierhin soU diese Vetwendung den scbnellen und zuveriaH s 

Stamme verorsachw Infektionen ejgnea „„„ki.^iirhen Krankheiusiadlen der Uyme-Borreliose im 

Ker ™meRUchung von Pauentenseren aus ^n«"«iJ^Hghen ^ SyphHis.Pai.en|en) 
Western Blot sowle der Untersuchung von N«bt-Lyme-.Bonellw^^^ burgdorferi-Antigene) ge un- 

rSSvitaimitB-burgdorM 

rfen die einerseits eine gute Antikttrper-Antwort nach ,\ e. leigte sicb. difl ein besummier 

fcz^eSl nt*. B, burgdorferi-^^^^^^^ 

K von B. burgdorferi mit der .^r^ricTn^ immundomlnantej Protein .m 

Mik™organismen(pSM)unterderKr 5662hm 

Molskulargewichubereich um etwa 22 kD IP^ ° w„hoden insbesondere durch SDS-Gelelektro- 

ernndunesgemaSen Protein* eriolgte nach an sich ''«'^*f"f*" XX^^^ nwh* 
Sese Ef«^^^^ wurde d.eses immuno«og,sch 
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renwirdinBeispieUbesohrieben. .„u-i.<* aktiven Proteine von Borrdl* burgdorferi (DSM-Nr. 

Die erHndung5gemiB hergestalten ^^^^^ Nachwels von Anrikarpem 

5662) k6nnen in TestWis verwendet '^^'"^ *« £S E"» Vorteil der arfm- 

gegen B. burgdorfen in verschle4enen Untewurtungsfla J^^^ 8^ ^ PrSparauonen nur aus dem 

dungsgemaO hergejteflien immunologisdi ^^^""^^^^^ Degradationserscheinungen 
ga^nKhten Protein und m6giicherw«M »^^^^^^^ J^^^^^^ ,„chen B. 

"S£BegriffT«.kics-wirdeinSaczvo„T««^^^^^^^^^^ 
^n.ik6,p«^n en^aglicht Die den TestidB .^^^^^^ 

gekennzeichnet. daO wenigstens eln '77'«>'P'^^£'" y*,^^^^^^ Dieses immunologisch akiive 
durch andere Proieine aus dem j *"5^,«rsS^^^ vorhandanen AniilcSrpern. 

ermflglieht t -w.,i,A««.njufver*chied«nen.»nsicl\bekannienPrinzipienberuhen. 

49 Die erfindungsgemaB verwendeten Tes* Us auf ."^"^w'^-^^^ jus elnem radioakiivan Isowp 



immunosorbent a«ay) bevort.gt ^n^Aurf^^ngjJo^^ ^^^^^ errmdungsgemilBcn 

Brgebniise dieses Bettp.els zeigen. "'>«""|^^^^^^^ "rreicht werden konnta. Darttber hinaus 

immunoiogisch aktiven Proteins eine sehr Spezifitat desi Krankheitssiadium korrelierte 

„ ermfiglichrn die ''""dungsgemlflenTe^^^^^^^^^ Hachweis 
Differenzierung. Der komb.nierte E'^atzj^*" jich die Krankheitssymptone noch 

von Antikdrpem gegen Borrelia gdoff^" g^^^^^ S B bSrf" " 

nicht klinisch manifesilert haben. Ebenso die erflndungsgemaOen Testkits 

, S Jr^'eSSIntr^ T^^^^^^^^^^^ Sn S^eStnen ein Zeckanbifl festgestelU werden 

Im Rahmen der vorUegenden Erfmdung ««<lV «^ .TrmhiMtten dar Proteine p41. pC, pi7 und/oder plOO. 
Prowine bevorzugt. Oanz besondere bevomgt «t e.^ Kom^^^^^^ ^i^e Differenzierung 

Durcl* die Verwendung der erfindungsgemJfl .^^i^ t^^^^ nachgewiesen werden. 

„ hinsichillch der Natur der Antikorper 'rtolge-v So"" be«P'el^^ gegen IgM-Aniikflrper gerichtete 

kann der sogen«>nte l^-"P'"«:»«*y XhlSha^SJd^^^^ untersuchenden FlOssigkeit 

Antikdrper an die feste Phase gebunden. Nacl> '"k"''""'" jie fesre Phase gebunden. Nach 

werden die in der UntenuchungsflQss.«keit vorhandenen '8^*.^"."*°^^^^ i„ vorliegenden Erfm- 

Absittigung "«P«ifi«'>«' Bi"''y.«lTrdi^^^^^^ nSwi«en. Hierbe, kann das 

84 dung zugegeben werdea Dieses Antigen ^iMn^ure " e'" j^^^ j ^ovalent gebundane Peroxydase 
Antiffen biotinyiiert sein. wobei anschiieDend Avidin zugegeben wro. " 
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DwQber hinaus »Men sieh die mono Wonaien An«Kon>cr » oe(nigung besonders sehonCTd "sj- "'f™ 
PrSrCAmSw) vewendea Vorteilhaft h/^rb" ««• daO d.e M^^^ ^1^^^ fesxe Matrix in 

Form einer Siule vor. AnscWieflend werden d»e P»r^'«" "^^l^'^'^NMh Waschen des MatnK-Annk6rper-Anu- 

««ro.»^^ 

burgdorferi in Infiaertem G^webe vcrwendet werden^^^^ amchlieOend aus den Veklo- 
f^rmHWlfevon'RestriktionsendonuWeasenausge^^^^^ 3 

Wnneti diese radioaktiv markieri werden *'* St da^^^ die erfmdungsgemHOen .mmunolopjch 
Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Errmdung '^"''^^Sfe verwendet werden kflnnea Dazu werden 
akriven eJ>e (Antigene) von Borrelia ^-J^orf " 

die erfmdungsgenilllen Antigene m reiner P^;."* J'fS imptenden Person appl.«erL H.er- 

Son mil Oder ohne ein die Immun-Antwori-SMmmulierende^^^^ Borrelia burgdorferi-Stammesmd. 

Teh wird die Bildung von AniiMrpern ^^S^'St. ^ ^^f ^^^^^^^ in verschiedenen Bereichen Verwen- 

Die erfindungsgemlDen Proteine und "Jf ^''K" ^ ""on g^^^^ bei X'^en verwende 

*fo?:ndder«o,gendenTabe,,e.Abbi,dungenundBei,pielewcrdendiebevo.ug«nAus«^^^^^^^^ 
vorliegendcn Erfindung nahcr eriauiftrt. 

Beispiel I 

BestimmonederimmunrelevancenundGenus.spezir.schenBorre.ienpro.eine 

Eswurdenachspe»hauKgaufjre«^^^^^^^ 

burgdorferi Antigene genchiet «nd, '"^f'^;" ^'"l."SL.n«,r.k. 
und zusst2lich aueh einc Korrelaiion ""^^^^^^^ Western Blot. Daw wurde em Bakten""'"^^ 

Die Suche nach hluflg erkannten Antigenen erfo^ « mitieis Borreliae burgdo fe- 

vonB.burgdorferi(StammPKo)(Praac.Mursic.V,W ls^^^^ 2bl. Bakt Hyg. A 163. 

ri isolated from humans and ticks ^ .'"''"^ I'^IS '"^ ?°^:''"'y"trlh 

m-\ 18) nach Pelletleren. R««P"'*;5:^V aSo Om^^^^^ s»ruemral proteins during the assembly of the 
elektroi>horetisch aufgetrennt (Laemmli. U. K. (1970). ueavage oi 
head of bacteriophage T4. Naturej227. 680-685) ^ ^ 

DieGelebcstandenauseinemSammelgelmitTMehenfl.r d'e <-ro^^ Diailyltartardiamid (DaTD pro Proient 
zung de?Trenngele war folgendermaOem 2*, ^^I'JaSISS o^^^^^^^ 

A«?lami«l. 0.154 SDS, 375 Trs-HCl pH 8A 0^4 m^^^ j^^ei ak R«>ikaUt»rter fOr die 

25 mMTris-BMe, 192 mMGlydnundO,l% SDS,pH 9^. 
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Es wurden jeweils 20iil Probe in Lysispuffer (3*»A Saccharose, 2% SDS, p-Mercapioethanol, 20niM 
Tris-HCl pH 7 A Broinphen Iblau; 5 min bei 100" C crhitzt) pro Tische aufgeiragcn. Die Elekirophorese wurde 
bei Raumtemperatuf ttber Nacht mit Iconscuiter Stromsiftrke von 6 mA fOr Oele der OrdBe 20 x 15 cm durchge- 
fOhrc AnschlicQcnd wurden dte Gele auf Niirocedutose {HQ iransfeniert 

4 FQr den Protemtransfcr befand $ich das Gel mit der aniicgenden Mitrocellulose zwischen Whaiman 3MM 
Titterpapier, teiifthigettu \ cm dicken Schaumstoff und iwei Kohleplatten, die aber Platinelektroden den Strom 
leiteten. Rlierpapier, Scha«Jnstoff und NHrocelluiose wurden gui mii Btoi-Puffer (l92mM Glycin, 25 mM 
Tris-Base, 2Q0fy Methanol. pH 8,5) gctrankt. Der Transfer fand bei 2 mA/cm* far 2 h stax Freie flindungsstellen 
auf der Nitrocellulose wurden fflr 1 h bei 37" C mil Cohen-Puffer (I mg/ml Ficoll 400, 1 mg^ml Polyvinytpyrroti- 

10 don, 16 mg/ml Rindcrserumalbumin, NP 40, 0,05«/o Bacio-Gelaiine in Nairiumboraipuffer pH 8.2); (Cohen 
G. H. Diemchold* B, Ponce de Leon» Long, Dn Golub, Varrichio, Pereira, L and Eiienberg, R. U 
Localisation and synrhcsii of an aniigenic determinant of Herpes simplex virus glycoprotein D that stimulates 
the production of neutralizing antibodies. J. Virol 49 (1984) 41 &3-4 ( 87) abgeaaitigL Der Blot wurde Qher Nacht 
bei Raumtemperatur mit den Patientenseren (VerdUnnung I ; 100 in IS4 mM NaCl und 10 mM Tris-HCl pH 74) 

IS unter SchQtteIn mkubiert. 

Nach der Seruroinkubation wurde der Blot unter mit TTBS (SO mM Tris-Ha pH 7A 500 mM NaCl, O,0l*yo 
Tween 20) viermal fflr je 15 min gewascheo. Anschlieflend wurde der Blot mit Peroxidasegekoppeltem anci-hu- 
man-lmmunglobulin (Verdannung 1 : 1000 m 154 mM NaO und 10 mMTris-Ha pH 7,5) fOr 2 h bei Raumtem- 
peratur inkubiea Nach mehrmaligem Waschen mit TTBS wurde der Blot rait 03 mg/ml Dlaminobenzidin und 

tio 0,01<Vb Wasscrsioffperoxid in 50 mM Tris-HCl pH 7^ geftrbt. Die Firbung wurde anschiicficnd mit IN Schwe- 
Telsaure gestoppt, der Blot mit Wasser sAurefrei gewascben und zwischen FiJterpapier geirocknet. 

Sine Auswahl der Reabionsmuscar verschiedener Seren mit den Western Blot Streifen ist in den Abbildungen 
1,2a undbgezeigt 

Als immundominant erwicsen slch dabei folgende Proteine: pI7 (ITkDa), pC (22k:Da) p41 (41kDa) und plOO 

u (lOOkDa mit Grd&envariation in verschiedenen B. burgdorferi-fsolaten). BU auf p41 sind die bioiogischen 
Funktionen dieser Antigene unbekannt; p41 stellt daj Flagcllin Protein dar (Barbour, A.G,S, Hayes, S. F, 
Heiland, R, A« Schrumpf, M. E and Tessier, S. L: A Borrelia genuS'Specific monoclonal antibody binds to a 
flagellar epitope. Infect Immun, 52 (19B6) 549-554. 
Auf Onind dieser Analysen, die mit einer grilOeren Anzahl von Patientenseren aus den verschiedenen 

30 Krankheitsstadien durchgefuhn wurde, ergaben $ich Anhaltspunkte, daO mit einem einzigen Antigen nicht 
immer alle mit B. burgdorferi Infizierten erfaflt werden, Es zeigte sich,da3 vor allem bei Seren mit fgM-Antikdr* 
pern (frische Infektion) neben dem Flagetlin (p41) noch etn Protein (pQ im 22 kD Bereich besonders haufig 
er kannt wird. Das gleichzetiige Auftreten beider Antikflrper war jedech nicht zwlngend. Es konnten sowohl 
Seren, die nur AndkArper gegen p41 oder nur Antikbrper gegen das pC- Protein besaCen, gefunden werden 

35 (Abb. I und 2a. Western Blots), Bet der Neuroborreliose isi der Nachweis der intratbekal gebildeten Aniikdrper 
Im Liquor von grofler Bedeutung. IgG- Western Blots bei 12 Liquors/Serum Paaren von Patienten mil einer 
lymphozytaren Meningoradikulitis Bannwarth zeigten in alien Fallen eine lokale intrathekale Immunantwort 
gegen p4L Im Spltstadium wurden neben IgG-Antikfirpern gegen das FlagelHn vor aJlem Aniik<irper gegen 
Proteine im 100 KD Bereich (plOO) und im 17 kD Bereich (plT) gefundcn, die in den Frilhstadien niche oder nur 

40 selten nachweisbar waren. Som»* «ind Antikdrperreakiivitatcn gegen die pl7- und plOO-Proieine gute Marker 
fQr daa EtreicKen des Stadiums .bb. 2b, Western Blqi). 
Mri Hilfe dieser vier Antigene «.rtn eine bessareStandardisierung der Teste erreicht werden. 
Die Proteine p4t,pC und pt 7 zeigen zudem nur eine geringe Kreuzreaktivitii zu anderen Bakierienstammen, 
das Protein ptOO erwies sich als Genus-spezifisches Protein mit B. burgdorferi spezifischen Epitopen. Zusam* 

+s menfassend sind in Tab. 2 (Reaktivitftt von Immunseren gegen verschiedene bakterielle Erreger mit Proteinen 
von B, burgdorferi) die ICreuzrsaktivitat von Seren gegen verschiedene verwandte Erreger mil B. burgdorferi- 
Antigenen nach Western Blot Analyse aufgefOhrt. Bei Versuchen* die vier Proteine (p4l, pC, pi 7, plOO) aus B. 
burgdorferi Excrakten zu reinigen. zeigte sich, dafS groQe Mengen an Ausgangsmaterial benMigt werden. 
Besondere Schwierigkeit bereitete die Reinigung vgn p 100, das im Cesamtextiikt unterrepr^sentiert Ist Da die 

so Kuttlvierung aufwendig und teuer ist, muBte nach gentechnofogischen MOgftchkeiten zur Hersteilung dieser 
Antigene gesucht werden- Die Analyse von Patientenseren mittels Western Blot bar gezeigi, da0 mit einer 
fCombinatton von gentechnologisch produzierten p4l, pC pl7 sowie ptOO als Antigen eine nahezu vollstflndige 
Erfassung aller positiven Seren erfolgen kannt und wetterhin eine Korrelation zum Krankheitsstadium gegeben 
isc. 

55 

Betspiel 2 

Gentechnologisch© Produktion von p41 (Flageinn)aus B, burgdorferi in Escherichia coli 

60 Der kodierende Bereich von p4l wurde mittels DNA-Amplifizierung durch eine "polymerase chain reaction" 
(PCR) aus einer B burgdorferi (DSM^Nr, 5662 P/8Co2/85) Gesamt-DNA Pritparatwn gewonnen. Die so erhalte- 
ne Sequenz wurde anschlieQend unier die Kontrolle von induzierbaren Promotoren gestellt und nach Transfek- 
tion in E coli zur Expression gebracht (Maniatis. T,; FrittcK E F.; Sambrook, J. (1982) Molecular cloning. Cold 
Spring Harbor)^ 

65 HierfQr Wurden die B, burgdorferi Zellen 2 Wochen bei 37^ in 2 1 modiriziertem Barbour-Stoenncr-Kelly- 
(BSK) Medium (Preac-Mursic, V,; WiUke. B.; Schlerz, G. (19B6): European Borreliae burgdorferi isolated form 
humans and ticks - culture conditions and antibiotic susceptibility, 2bl Bakt Hyg. A 163, n2-n8) kultivjeri, 
bei 6000 rpm peileticn. In TEN-Puffcr (tO mM Tris-HCl pH 7.6; 1 mM EDTA; 10 mM NaCl) gewsischen und in 
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20 tr\{ Cyiozym Puffer (20% Saccharose. 50 mM Tris-HCl pH 7,6, 50 Mm EDTA, 5 mg/ml Lysozym) resuspen- 
dicrt Nach Inkubation fUr 30 Min. bci 37"C wurden die tiurch die Einwirkung des Lysozymi auf die Zellwand 
entstehenden Protoplasien dufch Zugabe vonl ml 25% SDS (Natriumdodecylsulfat) lysiert Nach weiteren 10 
mid wurden 4 ml cmer 5 W NaCI Usutiff hinzuffegeben. Protein wurde durch Zugabe von einem gleichen 
Volumen TE-gc»atiigien (TE: 10 mM Tf is/HCI, pH 1 mM GDTA) Phenol denaturiert Durch Zenirifugauon j 
bci 4*C und 6S00rpm fiir 5 min erfolgie die Separation der Phasen. Die obere DNA-haltige, wHQrige Phase 
wurde mit eincr Pipette mit weiter Offnung (zur Vcrmeidung von Scherkrafien) vorsichtig In eip frisches 
Rflhrchen ObcrfQhrt und anschKeBend nochmals mit demseiben Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylaikohol 
(1:1 :0,04) extrahiert. Nach der Separation wurde wiederum die obere wiOrige Phase vofsichtig in ein neues 
(Whrchen Oberfilhrt und die DMA mit dem zweifachen Volumen Ethanol prAzipiiiert. Nach ca. 5 min wird die als 10 
lange, fadlge Gebilde ausgefaWene DNA durch Aufwickeln an einem Glasscab eniferni und in eine 70%ige 
Ethanoll&sung ium Waschen Qberfflha Die an dem Glasstab durch AdhSiiion gebundene DNA wurde anschUe- 
Oend 2 h bci Raumtemperatur gelagert, um ein Abdampfen des Ethanols zu bewirken. und dann in 4 ml 
TEN.PufferQberfQhn 

Je I ill der so erhalienen B. burgdorferi Oesami^DNA wurde In ftlnf 100 )i\ PGR Ansai^en amplifuiert. )3 
Als speafische Pnmer fur die Polymerase katalysierte Ampllflkadon wurden Sequenzen gewahit, die die 
Information fOr den tranalaiionalen Stan sowie das 3'-Ende von p4l (Ftagellin) enthieltea Es wurden hierfOr die 
in Abb, 3 geaeigten DNA-Scquenzen verwendet. Die beiden Oligodesoxynukleoiide wurden auf einem DNA- 
Synthesizer 8700 in I iimol Siulen syntheiisiert, nach der Abspaltung mit Ammoniak durch Ethanol- f^llung 
grob gereinigi und in je 4O0 ^ll HaO aufgenommen. Je 1 m,1 dieser OligodcsoxynuWeovd-Usung wurden pro :o 
PCR-Anjatz eingesem; die Puffer, NukJeotide und die Taq-Polymcrasc stammten aus einem kommerziell 
erhilltlichen Tosikii und wurden auch nach den Testbeschreibungen verwendet Die Temperaiurbedtngungen fflr 
die einzdnen Zyklen waren: 

2 min Denaturierung bei 94*0 25 
2 min Annealing bei 45*0 
4 min DNA-Synthese bei 73'*C 

50 Zyklen wurden durchgefOhrt 

Die Ansaue aus den PCRs wurden anschlleflend vereinigt, und die DNA nach Zugabe von NaCl in einer 10 
Endkonzentration von 0,2 M mit dem 24 fachem an Ethanol bei -20*C fQr5 h gefallc. Nach der Pellecierung und 
Waschen in 70% Ethanol wurde die DNA in 200 ^i HjO gel^st und nach Zugabe enuprechender Puffer mit den 
Restrikiionsenzymen BAM HI und Pst I nach den Angaben des Herstejlers gespaliep. 

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung in einem 1.5% Agarosegel wurde das amplifizierte DNA 
Fragment (ca, lOOObp) isoliert und in einen mit BamHI und Pst I geschniiienen pUC8 Vckior (VIerira, U as 
Messing, J. (1982): The pUC plasmids, and Ml3mp7-derived system for insertion mutagenesis and sequencing 
with synthetic universal primers. Gene 19» 259-263) inserieri, wobei 0^5 [ig des Vekiors. 0,5 (ig des p41 
Fragments und 2U T4-DN A-Ligase mit Puffer nach Angabe des Herstellers eingesetzt wurden, 

Nach Transformation der ligierten DNA Fragmente in den E, coli Siamm JM 109 (Y anisch-Perron, C; Vieira, 
J.; Messing. J. (1985): Improved Ml 3 phage cloning vectors and host strains: nucleotide sequences of the 4o 
Ml3mpie and pUCl9 vectors. Gene 33, 103- 1 \%) und Ausplattleren auf Agar*Platten mit Ampicillin (50 ^g/ml) 
und X-Gal (30 ^g/ml) wurden weiOe KLolonien In 5 ml L-Broth Medium hochgezogen, und die isolierten Plasmide 
mitiels Restriktionsenzym-Spaltung auf deren Inserts untersucht. 

Das B. burgdorferi Fjageilin-kodierende ON A-Fragment sitzt damit himer dem induzierbaren lacUVS Promo- 
ter des Vektors im seli>en Leserahmen wie das von diesem Promotor gestartetc lacZa-kodlerende TranskripL 45 
Dadurch entsteht ein Flagellin, welches an seinem N-Termtnus einige pUCS-kodierte Aminosiuren enihaiL 
Dieser Bereich ist nachfolgend aufgefUhrt: 

AXG ACC ATG ATT ACG AAT TCC CGG GGA TCC ATC ATC ATT 

50 

MET THR MET ILE THR A5K S£R ARG GLY SER ILE MET ILE 

puca p4 1 

Von posiiiven E coU Klooen (2. B, pUC8 lyl3) die Vektor mil DNA rnsert in der erwarteten Unge (1000 bp) 55 
enthielten wurden wiederum F1U$$igkutturen angelegt und die Transkription von dem lac-Promotor des Plas« 
mids durch 35tandigc Indaktion mit 1 mM IPTO bci 37**C und Schiliteln Induziert 1 ,5 ml dieser Kulturen wurden 
dann kurz pelletiert. die Baktieren mit "Tjoiling mix" (3% Saccharose, 2% SDS, 5% p-Mercaptoeihanol, 20 mM 
Tris-HCl pH 7 A 2% Bromphenolblau) bei 100*C fiir 10 min lysierU und die Proteine mittels \ 74% SDS-PAGE 
aufgetrennL Nach Anfitrben der Proteine durch Coomassle brilliant Blau 2eigte sich bei den Zellen mit Plasmid- «o 
Insert eine neue, zusiltztiche Bande bei ca, 4t kD, die der erwarteten GrUBt des Flagetfins entspricht, Eine 
spezifischc Reaktion dieses rekombinanien Antigens mit einem Serum eines Lyme-Borrellose Patientcn sowie 
mil einem monoklonalen AntikOrper gegen B. burgdorferi p4l Flagellin ist in dem in Abb. 4 gezeigien Immun- 
oblot nachgewiesen. 

Ebcnso wie pUC B ist auch jedes andere induzierbarc Plasmid, das ein Transkripi in demselben Leserahmen 63 
scarcet, fOr die Produktion von p41 geeignet Durch SpaJtung des p41-kodierenden Bereichs am Translationsstarc 
mil BspHf (Tc ATG A) und Psil (am 3'-Ende) und Einsetxen des Fragments in die Ncol-Stelle (CC aTG G) und 
Pstl-Stelle eines sogenannten ATG-Vekiors ist auch die Expression eines authentischen p41 miJglich, welches 
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Beispiel 3 

Pr«iuk.ion V n pC und plOO in tColt aus B. burgdorferi Genbanken 

ZurBercimcnungB.bar«dcHcri^.pezir«che^^^^^^^ 
.ngetegLML.Hilfegeeigne«rMe*oden*,^^^^^^^ 

. 'ILr isolierung B. burgd.rfari (DSM-Nc S6^^^ 

ZeUen wie umer BeispicI 2 ''*«?"'h'\'',n'i^Q«^h^« M 7.6:50 mM EDTA) resupendlert. 

die Zellen gew«chen und «SET P"f'«;i20% SaMha«^^^^ ■ „ AnsehlieDend 

wurden die protoplisiierten Zellen durehZugabe vw^^^^ ^^ ^^^^^ , S^unde 

lysierL Nach 20 Minuten bei 37'C wurde P7"^?,VJS mU T^^^ ' ""^ 

EDTA, 300 mM NaCl) eingestellt. fo f^^lP*,^ 2 VertS r^^^^^ = iscAmylalkohol im Ver- 
iwAmyialtohol-Bctraktionen (Phenol -^i^^lTrl^Tvol 95^^^ E*mo versem und bei -20'C die DNA 
hUtnia 24 i I). Derso exuahierte 9«>?"""^,7;^' DNA gewonwn und in 70% 
prazipitiert Dutch '^"f*«''«'r"lT'\?TJld^5Srh^^^^^^^ DNA in TE-Puffer (10 mM 

Durch die Wahl geeigneter &>*y«-Verdannungen ? l-r«»tringierter und durch 

Spaitung derselben erreichi. So ^^aliene partiell g«pal«^^ DN^J'uroe . ^^^^^ 
Behandlung mit »'''a««=her PhoyhauK dephospho^^^^^^^ eingesetzt Pro Transformalions- 

tor DNA) ligiert Daiu ^^rde T4 DNA-lj^8«« n«h ^ ^ ^ C^,., s,j„„,e) 

Ansatz wurden 0.2-0,5 ng/fl Oesamt ^NA^mS'""'^^^ Transformation of Escherichia 

wurden nach dam Protokoll von ("^^'^''^^-^^^^^^^^ IRL Press. Oxford) bzw. 

coli. S 109-135. In: D.M. GIover(^^^^^^ 

nach Maniatis T^^^^^ Rekomblnante E. coli Wone wurden 

ry.ColdSpnng Harbor, New y°^)'2,"^t,,,!l, 5 b NaCl welches lOOug/ml Ampicillin oder ein anderes 
auf LB-Medium (10 g Trypion 5 g "'/.""""^.'iJ^^,^^^^^^^ wurte Idemitth auf UB-Plat- 

geeigneces Antibiotilcum) dieser KolonieabdrOcke wurden je 

ten Obertragen und Kolon eabdrOcke ■^luocewu osc Verwendung von mono- bzw. 

nach angewandtem Screening Verfahren a"f F^ter Genprodukte. die durch die 

polyWonalen Seren (lmmunoscreen.n8) lur S i5 min Xr gesattigtem Chloroform- Dampf 

einrekombinierte DNA, Induziert warden. ^^^^^^ fOr 2 Siunden wurden 

ly«ert Nach Absltttgung des so "^f ""^^^^^ ^^^,,hen (s. o.) und fi. 

Filter iiber Nacht mit den verschiedenen '"^"'"^'^.•jj .^^^^^^ ^^Z^ ^„ch«n mit TTBS-Puffer 
Stunden mitdem zweiten Peroxidase ""'"J"/!'"*" ^^^^^^^^^ Durch enzymatische 

diente zur Reduzierung unspez.risch 

Umsetzungder Substrate Diammobenz,^^^ ppsitiven E coU Klone 

burgdorfen Antigen produzjerendc E «0 ' Wone YJ^"' ™ 

Stunden bei 80-C wurde die r.x.ert D.e o ^^^^^^^^^ radioaktiver (i.B. 

eingesetzt. Die Hybridisiening erfolgte unter Verwendung "f'^'*^!;;, Molecular cloning: a 

S?|oxigeBin) Nachweismethodetu Hierbei wurde l^^^g'^^'X^ffl orn Heme empfohlenen 

S^^^id^nW 

anhand von plOO und pC Aminosiuren-Sequenzen ausgewihlt wurden- 
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nosid paniell aufgereinigt und weiter durch SPS^PolyacryUmid-Gel-Elektrophorese auf^eirennc AnschlieOfind 
wurden die Antigene durch Western Blottiny auf <inc Olasfiberroacrix Qbercragen und die entsprechenden 
Stflcke mit den B. burgd Keri-Proieinen ausgftschnitten, ptOO wurde dann N-terminal ansequcnzien und die 
tnitn 22 \rt\m si&uren des Aminocftrminus bescimmt (Diese Meth de des "micro-sequencing^ \st beschrieben in: 
Eclcerslcom, C, Mewes, W, Goreuki* H and Lottspeich, F.: A new siViconizid fiber as support for protein-chemi- 5 
cal analysis of electrobloited proteins. Eur. J. Biochent 1 76 (1 983) 509-5]9}. Bei pC war eine dirckte Ansequen- 
zierung nicht mdglich, da der N-Terminus einer Sequenzienmg nicht direkt zugdngtich ist, d. h. daO bier eventued 
eine Myristilierung oder &hnliche ModifikadoTien vorliegen. Deshalb wurde dieses Protein trypusch gespaUen* 
die Fragmente mittcis HPLC aufgelrennt und iwci davon dann ansequenzien. Aus den so gewonnenen Amino- 
s&ure-Abfolgen wurden dann die nachfolgend aufgefohrren Oligodesoxynukleotid-Sequenzen abgeleitet Da 10 
meist mehrere Codon-Mdglichkeiten fur cine Aminosaure bestehen, mufl?en an den entsprechenden Stellen des 
Oligonuk/eotids auch die Basenvariationen berdcksichiigt werden und wfthrend der Synthcse in ^quimolaren 
Verhiltnissen eingebaut werden, 

p 100— pi - p 100 - Aminosauren-Sequeni; ,5 
GIu Leu Asp Lys Glu Lys Leu Lys Asp Phe Val Asn Ley Asp Leu Glu Phe Val Asn Thr 

pIOO - Oligodesoxynukieoiid-SeQuenZt die in Klammcrn angegebenen und durch getrennien Basen wurden 
wahrend der Synihesc (auf DN A Synthesizer) in aquimolaren Verh^ltnissen eingebaut; 

GA(GA) (C;T)T(G;T:A) GA(C:11 AA(G;A) GMOA) AA(G:A) (C;T)T(G;TA) AA(G;A) GA(C;T) nXC;T) ac 
GT(T;A)AA(C;T)(C;T)T(GjT;A)GA(C;T)(C;T)A(C;TA)GA(G'>V)nTC:T)GT^^^^ 

pC - AminosSuresequenzen: 

pi : Lys lUThr Asp Ser Asn Ala Thr Val Leu Ala Val Lys 

p2; Asp Leu Phe Glu Ser Val Glu Gly Leu Leu Lys 25 
pC— pl-Oligodfisoxynukleotid-Sequenz: 

AA(G'jA) AT(TiA) AQAjT) GA(TK:)(A;T)aA;T) AA(T« GQA;!) AQAfH GT{A;T) (T<:)T(G A:T) GC(A;T> 
GT(A;T) AA(A^)A 

pC— pS-Oli^odesoxynukleotid-Sequenz: ^ 

^^^"^^ fr;A)C(A.T) GT(A;T) GA(G;A) GG(A;T,C) (T;C)T(G;A;'n 

Beispiel 4 35 
Reinigung der rekombinant produzierten B, burgdorferi Atitigene im Beispiel des p4l (Plagellln) 

Eine 50 ml ObenjachtkuJiur des in Beispiel 2 beschriebenen Klons pUC81y2 wurde in 1,5 ml frisehes L-Broth 
Medmnj gegeben und bei Z7°C und intensiven SchQr-'n Inkubiert Bei Erreichen einer optischen Dichie von QJ 40 
wurde die KuUur mit IPTG in einer Endkonzentn von I mM induziert und fUr weitere 3 h inkubiert. Die 
Bakienen wurden pellettert (600O rpm. 10 min), in ^ ml 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTa, 0,5 mg/ml 
Uysozym resuspcndien und fOr 45 min in ein 37X Wasserbad gegeben. Nach der Zugabe von NaCl in einer 
Endkonzentraiion von l50 mM undTriion-X-IOO in einer Endkonzentradon von 1% wurde weiter f0r45 min bei 
37' C inkubiert. und die Suspension anschlieQend dreimal fiir je 5 min mil Uliraschail befiandeli. Unlosllche 45 
Bestandieile wurden bei 9000 rpm in 30 min pelleiiert in 20 mM Tris-HCI pH 8A 10 mM Diihiothreitol und 1% 
OciyNglueo'pyranosid resuspendiert und fiir 1 h bei Raumtemperaiur gerQhrt Nach der anschlieflenden Pelle- 
cierung unWshcher Bcstandteile bei 17 000 rpm in 30 min wurde der Obersiand vorsichiig dekantiert. 

AnschlieQend wurde das Pellet in 150 ml 20 mM Tris^HCI pH 8.0, 8 M Harnstoff. 1 % p-Mercaptoethanoi durch 
^ j ^ ^ sesuspendicrt. Auch hicr uniaslichc Bestandieile wurden erneui durch Zentrifugation bei 50 

17 000 rpm in 30 mm abgcirennt und der Oberstand auf eine OEAE-Sephacel-Saule mit einem Gelvolumen von 
550 ml (3 cm Durchmesser, 80 cm Hohe) gepumpt Die Elution des p4l Antigens erfolgtc in einem NaCI-Gra- 
dienten von 0-800 mM in einem Gesamivolumen von 600 ml. Das rekombinante p4I wird bei einer NaCl-Kon- 
zentratwn von eiwa 0^ M eluiert Die entsprechenden Fraktronen wurden vereinigt und weiter durch eine 
MPLC mic erner Mono Q SJLuh (Anionenaustauschar) aufgereinigt (Abb. 4). Ein eiuiionsprofil mil dem gerei- 55 
mgten p4l m einem NaCj-Gradienien von 0-800 mM isx In Abb. 5 gezeigt Die hier p41.positiven Fraktionen 
(nach Western Blot Aniayse) wurden gegen 20 mM Tris-HCl pH 8,0. 10 mM MgOs und ai % p-Mercaptoethanol 
dialysjert und anschlie&end fOr die in Beispiel 5 gezeigten Teste verwendec Aus einer Reinigung von p4l 
ausgehend von 1 1 Bakterienkuitur kann typlscherweise eine Ausbeute von 5 bis 10 mg erwanei werden. 



Beispiel S 

Einsatz rekombinat produzlerier B, burgdorferi Anrigene (Beispiel p4l) im ELISa 

Scdingt durch die hohe Reinheit der produzierien rekomblnanten Antigene sind B, burgdorferi spezifische 
Teste mflglich. die maschinenlesbar und ohne groflen lechnischen und personellen Au/wand durchfUhrbar sind. 
^'^'^"**'"''^«en "lit je 50 ^li des gereinigtcn p4I (Konzentration 0,5 ^ 5 ^g/mI) pro Nap/ beschichtec. Die 
nach Standardmethoden bei 4"C Qber Nacht inkubien. gewaschen und die noch freien Bindungs- 
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stellen 2%ig«r Rinderserum-Albumm-UsuTis abgesittigt AnschlicQend wurden jewcils 50 til Serum (YerdOn- 
nmg 1 : 200) dazupipewiea fUr 2 h bei 37*C inkubiert, ungcbundcne Teile abgewascKen und die gebundcnen 
Immunkomplexe mit je aOjtl Pcroxidase-markiftrtem and-humw IgO (VerdOnnungr 1 : 1000) deiekiicrL Nach 
&bermalig«n Waschen wurdeti dio Nlpfe mil je 100 onho-Phenylendiamin (Konxentrati n ai% m 0.1 m 
Pho$phatpuff«r pH 6,0 mit 0,03% HA) aU Flrbereagew beschicki und die im Dunkeln durchgefUhrte Firbung 
nach 10 mm mit 100 vil I N Schwefclsaura geswppt Die Mikrotiwrplane wurde in cinem Photometer bel 486 nm 
ausgewertet(Abb.6)[ . » , . « 

In dem hier gezeigten Bcispiei wurden 7 positive und 8 negative anti-B. burgdorfsn Seren ausgeiestet Von 
den kliniseh gesicherten Uyme-positiven Scrcn waren drci, die auf Western Bloi Streifen mit B. burgdorferi ais 
Antigen keinc Reaktion mit p4t leigten, d, h, Seren aus dem FrOhsudium der InfekHon darsiellten. Diese 
feagierten iro EUSA mit dem rekombinantcn Antigen ebcnfalb nur grenzwartig. Normal p4l.posuive Seren 
dagegen reagienen sehf gut, wahrend Lyme-negailve Seren im Berclch von unter einer OD - 0,3 blieben. 

Beisptel 6 

IS 

Herstellung B. burgdorferi spezifischer monoktonaler Antikcirper 

Weibliche Balb/c Mause vurtlcn mit B- burgdorferi (DSM-Nr. 5662) intraperitonai immunisieri. Die 1, Immun- 
isiertmg crfolgie mil kompletten Freund'schen Adjuvans, 2-5 weitcre Immunisierungen mit inkompieiiom 

10 Freund'schen Adjuvans folgien im Absund von 2 Wochen. 2 Wochen sp4ter wurde das Antigen ohnc Adjuvans 
appliziert und 3 Tage spacer die )v^ause geiftiet und die Miiz entfernL Die Milz-Lymphozyten warden mil 
Maus-Myelom-Ze!len(Ag8-653) im Verhaitnis I : I gemi5cht, sedimeniieri und mit Fusionslflsung (23 g Polyet- 
hylenglykol (PEG), 2,3 ml RPMI-Medium. 250 >tl DMSO) versetzu I min Zugabe der Fusionstflsung, 90 sek. 
tnkubation bei 37»C Die Zellen wurden emeut sedimentiert, das PEG emfernt und Kulturmedium (HAT-Medi* 

23 nm) hinzugegeben. Schliefliich wurde die Zellsuspension m Mikroiuerptatien. die Makrophagen als Feederratten 
cnthieltea ausgeslt und bcbrOtei. Hybridoma-Oberstande wurden unverdiinnt im indirekien Immunfluorezenz 
(IFT) getestet (Wilske, B,; Schicrt, G., Preac-Mursic, V.; Weber, Ki Pfister, H.-W.; Einhaupl, fC(l984): Serological 
diagnosis of Erythema migrans disease and related disorders. Infection, 12, 331 -337). 
IFT-positive Zeilflbersiilnde wui^en mittels Western Blot anaiysiert. Im Wastem Blot reaktive Hybrtdomas 

JO wurden 4mal mitiels "limiting dilution" subklonien und beiflglich ihrer Immunglobulin-Klasse und IgG-SubkJas- 
se identifiziert 

Auf diese Weise wurden folgende monoklonale Antikftrper (MAB) crhalten: 
t.MABgegenp4t: 

H (a)ui icn 

Dieser Antik6rper war mil alien 30 getesteten B. burgdorferi Siftmmen und mit Rflckfallfieber Bprr e- 

lien (auBer B, hermsii), nicht jedoch mit Treponemcn reaktiv. 

(b)UIlD3 

Diftser Afliikfirper war mit der Mebrzahl (21 von 24) der B. burgdorferi Stslmme, nicht jedoch mn 
40 ROckfalineber Borrelien gnd Treponemen reaktiv, 

t MAB gegen plOO (LlOO lD4)t 

Dieser Antikdrper war mit alien 30 getesteten B. burgdorferi St4mmen, nicht jedoch mit Ruckfallfieber 
Borrelien oder Treponemcn reaktiv. 

3. MABgegenpC(L221Fd)i 

45 Dieser MAB war mil pC-Proieioen von Haul- und Uquorstimmen reaktiv, dagegen waren die pC-Proteine 
einiger, aber nicht allerZeckenstamme negaiiv. 

4. MAB gegen OspA: 

OspA ist ein Haupiprotcin (30 kD-Berelch) der iuOeren Membran der meisien B. burgdorferi Stamme. 
OspA Proieine europaischer B. burgdorferi Stamme sind anligenetisch heierOgen und unterscheiden sich 
50 aniigenerisch von den amerikanischen Stimmen. Die wcnigen OspA-negativen StSmme haben pOProteine 
(Wilske^ B: PreacMursic, V,; Schierz, G.; Kuhbeck, R.j Barbour, A,G; Kramer, M. (1986): Antigenic 
variability of Borrelia burgdorferi. Ann. N, Y. Acad. Sci. 339, 1 26 - 143). 

(a) U22E;: 

Insgesamt waren 29 von 32 Siammen reaktiv. Die negativen Stitmme viesen kein OspA-Protein auf. 
55 Die 3 negativen Stimme waren mit dem pC-spczifiscben MAB L22 1F8 reaktiv. 

(b) L321G3: 

Dieser MAB war nur bet 3 von 25 getesteten Stimmen reaktiv. 
Die Kombination von MaB L32 2E7 und MAfl L22 IF8 sowie die Reaktion mit MAB LlOO I D4 erlaubi die 
Identifitierung von B. burgdorferi Borrelien und Treponemen. Eine sichere tdentifizierung und Differenzie. 
60 rung von B. burgdorferi war mit bisher verfQgbaren monoklonalen Aniikflrpem nicht mfiglich (WiUke, B.; 
Pr«ac.Mursic» V,; Schierz, G.; Kdhbeck, R.; Barbour, A.0 , Kramer, M. (1968): Antigenic variability of 
Borreiia burgdorferi. Ann. N. Y. Acad Sci. 539, 126- 143). 

Beschreibung der Tabellen 

65 

Tabelle I 

Reakiivitftt v n Lyme-Borreliose- Seren aus verschiedenen Kxankheitsstadien mit B. burgdorferi- And gcnen 
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(pl7, pC P^l» piOO)im Western Bl t mit B. burgdorferi- Lysat aU Aflcig«ft 

Tabelle 1 gibt eine Oberjicbt Ober die immunominantcn Protein* in venchiedenen Stadicn der Lymeborrcli - 
se. 

U Sercn von gesunden Per sonen und in h^herem Mafic von Sypiulispatienten wiesen Amik6rper gegen p60 5 
^common antigen") auf, Scltener wurden Antik5rper gegen p41 fesigestellt 

15 Ais imroundominante Pfoteme erwiwen sich bei Frflhmanifesiationen (EM und LMR)das Plagella-Protein 
p41 und das pC-Protcin. pC ist das immundominanie Protein ffir die frahe Immunantwort Insbesondere IgM- 
Aniikdrper gegen pC kdnnen frOher auftrcten als IgM*Ani)k6rpcr gegen p4i (s. auch Abb. 2a) 

U Seren von Patieoten mit Spatmanifestaiioncn (ACA und Arthritis) reagierten in alien Fallen (n»22) mit 10 
p41odcrpI00uRdin21 FlllenmitplOOoderpl7,pl7warinl7.p100in I9undp41 in 20F^len reaktiv. 

1.4 Die intrathekale IgG-lmmunantwort war in alien \2 untersuchten Fallen gegen p4l gerichtet Antikdrper 
gegen p4 1 waren in 3 Blien im Serum nicht nachweisbar. 

Tabelle 2 \$ 

ReaktiviUt von ImmMnseren (gegen verschiedene bakterielle Erreger) mit Proteinen von B, burgdorferi 

(Western Blot) 

Western piot<Strclfen mit elektropboretisch aufgctrenniem B. burgdorferi- Lywt wurden vie in Betspici 1 20 
beschrieben hergestelli und mit Seren gegen verschiedene raehr oder wenigcr verwandte und deshaib kreuzrea* 
gierende Erreger inkubiert Die Seren stammten von ICantnchen. die mit den jeweiligen Erregern immunisiert 
worden waren, Die geringste Kreuzreaktivitit besittt p 100; nur eines (anu-E hermsii) der getesteten 15 Erreger 
speziflschen Seren reagiert mit diesem Protein. p4t und pC reagieren mit jeweits drei der Seren und scheinen 
deshaib auch noch geeignet ftir eine diagnostiache Anwendung. Deutlich ist das Vorhandensem von tmmun-kon* 25 
servienen Antigenen zu erkennen; so reagieren zum Beispiel J4 bzw, 12 der getesteten Seren mit Proteinen der 
Gr6Qe 40 bzw. 60 kD (p40^ p60)i Diese "common antigens* sind deshaib ungeeignet far den diagnostischen 
Einsa(2. 

Tab. 1 : Immundominante Proteine fQr die humorale Immunantwort bei Lyme Borreitose 30 
l\, Reaktiviiit von humanen IControllseren(IgG Western Blot) 



pC p4l p60 Anzahl 



Gesundc - 2 3 17 

Syphilis . t ^ 9 

40 

1.2. Immunaniwort gegen pC und p4l bei Erythema migrans (EM) und Lymphozyiirer Meningoradikulitis 

(LMR) (Western Blot) 



Diagnose reaktive Proteinc leJ^la^o An«W 

p4I pC 



EM U 13 IgM 15*) 

LMR 13 10 IgM 20') 

14 3 IgG 15^) » 

') Die Seren waren imlgM-IFT'ABST€Sipositiv. 
^ Die Seren waren im IgO-lFT-ABS T«i positiv. 



la (mmunaniwort gegen plOO, p41 und pl7 (IgO Western Blot) 



Diagnose ptoo p41 pi7 ptOO ptOO /knzaM 

odp41 od.pt? 

' ■ ■ ■■ 60 

ACA 8 6 9 10 10 10 

Arthritis \\ 12 8 12 11 12 
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t Alntraihekale Immunantwonbei Lympbozytarer Meningoradikulitis (IgG Westarn Bloc) 



tokale fteaktivitlt AnzfthI 

intrtthakale im Serum 
Immuiunrwon 



p4l 12 9 12 

andere Proieine 7 12 12 



20 



i5 



30 



40 



43 



59 
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t t t I It I t I III 



c + +( ( + 1 + 1+ II 



I ll+i+i+ll III 



( + + + iir 



I + + + 1+ 1 + 1) +1 



I + + + 1+ (+fl + + + 



! + + + 1+ + +t + +1 + 



I + + + l++(il + + + 



I +1+ 1+ l + tl +1 + 



I + l+l+++l++tl 



I + + +I+++II fl» 



I + !+ ++ III! Ill 



1 l + t I+++II III 



I + + ++ ++ +(^+)i- 



+ +1+ + + + +( + + +I 



8 a < 
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B«schreibung der Abbildungen 
Abb. U und b 

5 Re*ktiviiftt von B. burgdorferi-infaiertcn Paiiemen mit Lysaten von 5 verschicdfinen a burgdorferi Stkmmen im 

Western Blot 

/r5t'*'!f l'*'l!**^*w?5?^***^^"?!}S"i^ (Neuroborreliose, Stadium H (IgM und IgG); Acrodfirmatitis 
UgO) und Arihrnis(IgGX Stadium III> Die frllhe Immunantwort i« unabhangig vom Teststamm g«geft ein enges 
(0 Spekcrum von Borrelienproteincn gerichiet (pC und p4l). Die spAte (mmunantwon isi gegen ejn breites Panel 
von Borrclienprotemen gericiiiet. Immiindominante Proteine sind (unabhangig vom Tesisumm) plOO (mit 
variablen Molekulargewicht) und p4I. / f \ 

Abb. 2 

IS 

2a) Verlaufskonirolle (IgM-Western BIoi) bei Erythema migrans 
Daa pC-Protein kann das immundominante Protein d«r frOhen Immunantwort sein. Aniikdrper ae«n d41 



20 



25 



30 



55 



60 



Wrtnen spacer aufircien und nur schwach ausgeprjgt scin. Bei lingerer tCrankheitsdauer k6nnen auch IgM-An 
tikttrper gegen pi rauftreien. ' 

2b) IgG-We«cm Blot bei $p4tmanifestationen 

IgG.Annkdrper erkennen ein breites Spektrtim von Borrelienproteinen. Bei Verivendung des Stammes PKo 
erweisen stch als immundominante Proteine pl7 und plOO. pl7 wjrd vom Stamm PKo stark au^gepragt (im 
Gegensaiz zu anderen Stdmmen; siehe Abb. 1). Das Flageiiin p4I wurde in 2 dieser Beispiele (Serum I und 2) 
nicnierkannt, ^ ^ * 

Abb. 3 

Schema der DNA-Amplifi2ierung der p4l -kodierenden Region 

A ; Ausschnitt der B. burgdorferi- DN A mit der p4 1 -kodicrenden Region (schwarzer Balkenl 
B; vergrfiBerung des 5' bzw, 3' Endes des p41-Gens mil den jcweiligen DNA-Sequenzen. Angegeben is[ 
2U5at2li^ der Irani Jattonsstart (ATG) sovie das Swp^don am 3'.Ende (TAA). Die fflr die PGR benutiten 
Pnmer-Sequenzeft iind zusatzlich unter (Primer 1) bzw. Qber (Pnmer 2) dem p41 kodierende DNA-Doppel- 
strang angegeben- Eme Anhybridisterung der Primer kann nur mil den jeweiligen 3'.Bereichen erfolgen. Die 
'l^acn e^in^alien nich TeiJe, die Schnittjtellen fQr Restriktions- Enzyme dar«ellen; CGATCC 

- 8amHI;TCATGA - BspHI, am 5'.Ende; GACGTC - PstI am 3'.Ende. n wwni 

Abb. 4 

Expression, Reakiivitit und Reinigung von rekombirantem p4l 
Linker Teil: coomassie^bUu gefftrbies SDS-Polyacrylamidgel. Die einzelnen Spuren waren wie folgi beladen: 

1, E coli-Lysai. negative Kontrolle: 

2, E co!i-Lysat mit pUC8lyl7 nach IPTG-lnduktion, das rekombinant produziene p4l ist als zus^tzllche 
BandcimBereich von ca. 45 kDazu erkennen; 

3, Oberstand des Lysats aus 2 naeh Aufbrechen der Zellen wie in Beispiel 4 beschneben: 

4, Pellet-Fraklion der lysierien Zellen mit dem rekombinantcn p41 ; 

5, Octyl-gluco-pyranosid Oberstand; 
% wie 5, Jedoch Peilei-Fraktion; 

7-10, Fraktionen nach Elution von p41 von einer MonoQ-Saule durch einen Salzgradiencen; 
Spuren 9 und 10 enthalien rckomhinantes p4t, 

P^if!.w^lll^u\??^*^"*°"*"''^^^^^^ unvollstandige TransJaiiop treten neben dem vollsittndigen 

Predulci noch kleme Fragmenie auf, die sich jedoch auch in authentischen p4l-Matenai aus B. burgdorferi finden 

T J®"' Immun-gefilrbier Western Blot eines SDS-Geles mit Proben des Coomassie-gefirbien Gels Die 

iZTr<ir^ wurde m.t emem in Beispiel 6 beschriebenen monoklonalen AmiVfirper dur^hgefflhrt. Bezeich- 
nungderSpuren bzw. der Proben wie Coomass je-gefarbtes Gel; Spur 0, Leerspur. 



Abb. 5 



HPLC-Elutionsprofil von p41 aus einer lonenausiauscher-Sauie mit einem Sategradient 
Im AnschluO an die Anionenaustauscher- Reinigung (MonoQ) von p41 wwde das Antigen gegen 4M Harnstoff 
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ohnft Salz zurOckdIaiysfen und wiederum auf die McncQ-SiluIe gegeben, um die Reinheii m aberprOfen. Das 
EJutioasprofil zeigt nur noch einen Protein&dsorptiorsgipfel. Der kleinere Oipfel unmittelbir vor dem Hauptati- 
t«i] enupricht dem in Abb. 4, Spur 8 sichtbaren p41< Fragment mlt einer GrdOe von ca. 30 kD (getestet durch 
Western BIot)L 

Abb. 6 

IgC-ELISA mit rekombmantem p41 als Antigen 

Das aber Anioncnaustauscher (MonoQ) gereinigte rekombinante Antigen (a. Abb. 5) wurde in ainer Konien- 
tration von 04 (ig/mi emgesetzL vrurden 7 Seren von Patiencen rnie einer kltnjsch deftnterten Lyme-Borreliose 
und SSeren von Gesunden getestet 4 Scrende/ Lyme-Borreliose Patienten waren im Western Bloi stark reakiiv 
mit dem rekomblnanten p41 positiv), 3 Seren sdjwach reaktiv (• greniwertig), die Seren der Gesunden 
reagienen nichi ( « negativ), Der IgG-ELISA zeigie ein vergteichbares Ergebnis. Y-Achse: Optische Dichte bei 
WenenUnge4a6 nmigrenzw. - grenzwcnig 

Abb. 7 

Reaktivitai von monoklonalen Antikfirpcm gegen verschiedene B. burgdorferi Antigene 

Sechs monoklonale Antikdrper gegen B. burgdorferi wurden mit 30 verschiedenen B. burgdorferi-St^mmeni 4 
RQckfailfieberborrelien-Stammen und 2 verschiedenen Treponemen getestet In der Abbildung sind drei vcr- 
schiedene B. burgdorferi Isolate (1 - d3l, amerikan. Scamm; 2« PKo» deutscher Hautstamm; 3 • PBi, deutscher 
Liquorsiamm), eine RttckfallfieberborreIie(4-B, hermsii) und ein Treponemenstamm (5-T. phagedertis) exem- 
plarisch dargestelli. Es wurden die gemaB Beispiel 6 hergestelhen monoklonalen Antikdrper eingesetZL 

Patentansprilche 

K Tmmunologisch aktives Protein von Borrella burgdorferi, das in einer von anderen Borrella burgdorferi 
siammendeti Proieinen freien Form vorliegt und gemechnologisch unter Verwendung von aus Borrelia 
burgdorferi (DSM-Nfr. 5662) isoliertcr DNa hergestellt ist. 

2. Immunotogisch aktives Protein nach Anspruch I, dadurch gekenn^etchnei, da& es ein Molekulargewicht 
von etwa 41 kOa aufweist. 

3. Immunologisch aktives Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Molekulargewicht. 
von6twa2?kDaaufweist, v 

4. Immunotogisch aktives Protein nach Acspruch t Oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB es die Amitiosaiire- 
Pgrtiaktiqu^ Lys He Thr Asp Ser Asn Ala Thr Val Leu AlaVal Lys und/oder Asp Leu Phe Glu SerWCTu 
wij Leu"i.eu Lys auPweisu 1— r 

5. ImmuTiologisch aktives Protein nach Anspruch \, dadurch gekennzeichnet, daO es ein Molckulargewicht 
von etwa 1 7 kDa aufweist 

6. Immunologisch aktives Protein nach Anspruch i, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Molckulargewicht 
von etwa 100 kDa aufweisL 

7. tmmunologisch aktives Protein nach Anspruch I oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB es die A minojfture> 
Partlalsequen z Glu Leu Asp Lys GIu Lys Leu Lys Asp Phe Val Asn Leu Asp Leu GIu Phe V^AsnTKr 
aulwelstT 

8. Monoklonale AntikOrper die gegen eines der immunologisch aktiven Protejne nach einem der AnsprUche 
I bis 7 gerlchiftt sind. 

9. Verwendung von immunologisch aktivem Protein nach einem der Anspruchc 1-7 zum Nachweis von 
Aniik&rpem gegen Borre[la-5t3mme, dadurch gekennzeichnet, daB wenlgstcns ein immunologisch aktives 
Protein nach einem der Ansprtiche I bis 7 vcrwendet wird, das mit den in der Untersuchungsflflssigkeit 
vorhandenen Antikdrpcm reagieren kann und, daB wenigstens eine Anzeigekomponente eingesetzt wird, 
die den Nachweis von fComplexen aus immunologisch aktivem Protein und Antikfir per ermoglichi 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daO 2 bis 4 immunologisch aktive Proteine nach 
den Anspriichen 1 bis 7 verwendet werden, 

1 1. Verwendung nach einem der AnspriJchc 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Anzeigekomponen- 
te ein gegen den nachzuweisenden AntikOrper gerichteier Antikarper ist, der eine Markierung aufweist. 

12. Verwendung nach Anspruch U, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung in einem radioaktiven 
Isotop besteht. 

13. Verwendung nach einem der AnsprOche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung aus 
einem Enzym besteht, das eine Farbreakiion katalysieren kann. 

14. Verwendung nach dan AnsprQchen 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafi das immunologisch aktive 
Protein oder ein dagegen gerichteter monoklonaler Antrkdrper biotinyiiert 1st und die Anzeigekomponente 
Avidin Oder Streptavidin mit daran kovalent gebundcnem Enzym, Insbesondere Peroxydase ist. 

15. Verwendung nach einem der AnsprOche 9 bis U, dadurch gekennzeichnet, daB sie in Form eines 
EUSA-Testkit durchgefQhrt wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, da0 wenistens ein immunologisch aktives 
Protein nach einem der AnsprOche 1 bis 7 an Mikroiiterplatten gekoppalt Ist und die Anzeigekomponente 
aus Anti'human-Immunoglobulin, insbesondere IgG- und/oder IgM-Antikfirpern besteht, an die ein eine 
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Farbreaktion kaialysierendes Enzym gekcppftlt ist 

17. Verwendung von immunol gisch aktiven Proteinen nacb cinem der Aiwprttche I bis 7 2ur Herstellung 
von Impfstoffefl 2um Schutz gegen Inlektionen von Boirelia-Bakterien. vofzugsweises Bcrrelia burgdorfe* 
ri*Stamm€a 

3 ■ 

Hkrzu 9 Seue(n) Zaichnongen 
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Abb. 1 : loQ W««tirn Slot nUt 9 VMcltMin^ SUmm4n at« Anflgtfl 
tgO-Antiitfort tm Stadium iff 



N«uro6orr«lloM« Stadhimll 



pC - 



AcrodtrmaliU* Ailhritf« 
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Abb. 2i: (flM WMttm Blot e«» trrt\m9 miO'w 
Anti9«n: 8. burotforttrt / St»mm PKo 
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Patlant A: l Erstunt«riuehun0 

2, 3 v«rt«uf ikomroWt nich 1 und 3 wod»n 



Patient B: 1 Bfttunttriuchung 

2«5 V»rliUl$|contfo«in nich a, lOund ii Wochen 
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At>t). 2b: igQ'WMtom Blot b«i SpitmtnlfoaUtJonen 
Antigtn; B. burgdorteri / SUmm PKo 

12 3 4 5 




1,2,2 Acrod«rmatltl$ 
4, 5 Arthrttit 
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Abb. 3 

\aocibp 
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Abb. 6 

igG - EUSA mit rekombinontem p41 ols Antigen (0.5ug/ml) 
2.a 



ill 

ill 



mm 



1 




grenzw. 
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